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neuropeptide Y(NPY) である ;Z'o 1978年に TaLellotoはN及びC末縞
が αーアミド化したポリペプチドの 2次元 TLCによる同定法を確立し
( 3昔、続いてプタ小脇から peptideYY(PYY) と peptideH 1を単難精
製した (4.・さらに 1982年pyyとpept.ideH1の精製の場合と同様の乎




ていた(S. 6 )。開PY，PYY， ppはいずれも 36個のアミノ駿よりなる、
C末端がアミド化されたペプチドで、 これら 3つは系統的に共通の続
先遺伝子から生まれた産物であろうと考えられている 17)0 PYY は、PYとアミノ酸配列で約 70%のホモロジーがあり、主に内分路細胞や
1ii管に多く存存している市 2. また ppはおPYと約50%のホモロジーが
PDBu: 
ある は2.
~PY ， PYY， ppの高次構造は、結品の X線構造解析により群しく調
べられている 9・ ! O.。これらの 3つのぺプチドは、ポリプロリン 2慰
ヘリックス(1-8番目のアミノ酸)， sターン (9-12番 目のアミノ 峨)， 
αヘリックス(13-32番目のアミノ酸)，ランダムコイル (33・36番目の
アミノ隙)の栂造からなっていると考えられている。これらのペプ
















表 l 各生物種内での NPYのアミノ酸配列
1 5 10 15 20 25 30 35 
NPY-hu・an































わかっている (16)0 ~PY は延髄のおE/ エピネフリン含有細静である
Al/Cl細胞，青斑峨のt¥E含有細胞のA6，エピネプリン含有細胞のC2に
存在している f172. 特に延髄のC1細腕では NPYはエピネプリンと共存
しており、この部位は血圧調節に重要であることから、申枢神経系
を 介した、血圧調節における ~PYの重要な働きが示唆されている
tt43. また NPYは迷走神経背側核や、 中枢での血圧調節の申心である
孤東核で、カテコールアミンと共存している (1 9・ 20)。しかし申脳
-4・
のNE含有細胞や、 ドー パ ミン含有細胞では NPYは存在 していない















.VEと共存していることが知られている (31・ 32>0 NPYはその交感神経
への局在住から、交感神経のマーカーペプチドとして見られる場合
が度々ある。 NPYを含んでいる交感神経系は主に血管 を支砲して おり 、
静脈より動脈の方がその支配を強く受けることもわかっている は引 。
また心臓にも NPY含有実感神経は多く、特に心房に多いが、心室には
ほとんど存在していないことが知られている は4・ 353. また NPYは心
臓では交感神経以外にも、迷走神経などに一部含まれている (36)。


















行動の促進と呼吸活動の増加が認められている (42)0 NPYは主に NEと
共存し、その遊離を調節していることはよく知られている (2)。大脳
皮質のスライスとシナプトゾーム画分を用いて NEの遊離に対する





れる C4 ')・ 46¥
(2)NPYの海馬に対する作用
-6・
脳内で NPYの結合活性が 一番高いのは海馬である <47-49)。海馬は
記憶学習機能において重要な役割を果していることは広く知ちれて
いる <50)。そこで NPYの記憶に対する影響が調べられた。 学習訓練後
に NPY を末棺投与した場合記皆保持効果は認められないが、 ~py を脳
室内投与すると、記憶の保持が促進された t$13. また同時に摂食行
動が活性化することが知られている (') 2 )。 しかし、 NPYのC末端フラ
グメントである NPY(20・36)は記憶の保持を促進したが、摂食行動に
は影響を及ぼさなかった tS33 . つまり ~PYのこの 2 つの中躯神経系に
対する作用は、異なる作用点.例えば異なる受容体を介して働いて















行動の促進が認められた (S 7 )。この作用は、百日咳毒素 (pertussis




ている け下 。この作用は ~PYの C末端フラグメントである NPY(13 ・ 36)
では起こらないことから、 ~pyのいわゆるy1タイプの受容体が介して
いると考えられている {40¥ しかし低漉度の NPY (13・36)では、逆に
行動現象の促進が認められる.つまり低漉度のNPY(l3・36)によって
引き起こされるこの現象は、 NPYのY2タイプの受容体を介した作用で
はないかと考えられている (60 υ また ~pyの視床下部を介した内分協
系の作用としては、t¥PYの黄体形成ホルモン (Luteinizinghormone: 
LH) の下垂体からの分泌があげられる 401\ これは ~PYが観床下部上
の受容体に結合し、視床下部から黄体形成ホルモンの分泌ホルモン













修と異なることが報告された <67υ 孤東核の NPY受容体は、ポストシ
ナプスに存在する Ylタイプの受容体アゴニスト である
[Leu31][Pro34]可PYと、プレシナプスに存在する Y2タイプの受容体ア
ゴニストである~P y (13 -36)の両方に結合した。 しかし驚いたことに










~PY は末棺では主に交感神経系で NE と共存し、動脈と静脈に NPY含
有神経が投射している (6!l )。しかし一部心臓などでは非実感神経系
に分布し、 vasoactiveintestinal polypeptideと共存していること
が知られている け0)。交感神経を電気刺激したり (1リ、連動 (72)、













交感神経を 電気刺激した後、 α-， s・アドレノ受容体プロッカーを
-9・
投与しでも、血管.1&縮作用は窺っている。この羽織作用の大部分は、
















明らかになった 'H¥ このようにニコチニック Ach受容体刺激で、
NE と共に NPYが放出されるが、 ~PYはこの NEの遊離にどのように作用
するかが吹に調べられた (~9) 0 NPYはニコチンによる NE及びエピネフ
リン遊離を両方とも問機に抑制した。 しかし、無刺灘時の基本的な
遊越量あるいは高カリウム刺激時の遊離量には影響を与えなかった。
さらに NPYの関連ペプチドについて調べられたところ、 ヒト PP(HPP)，
トリ PP(APP)，PYYの申で、 HPPにNPYと同様の強い NE遊離御制作用が
鼠められた.実際(3H)NPYを用いた結合実験により、 ウシ副腎髄質脹
画分には NPYの特異的結合部位が存在し、 ~PY と HPPに対しては同湿度
の高い親和性を有していたが、 PYYではかなり弱い結合しか認められ
なかった.最近になりこの PYYに対する続和住の低いNPYの受容俸は、
今までの Y1， Y 2タイプとは異なる Y3タイプであると提唱された t90》.
(2)NPYの取締増強作用
NPYは勉強で血管収縮作用があるだけでなく、 NEの収縮作用の増強
に関与していると考えられている (77)0 NPYの収縮増強作用 はNEのみ
ならず、 ヒスタミン 《782，バソプレッシン (vasopressin)(79勺 ATP
けれ ，アンジオテンシン II(angiotensinII: AII) (80)でも認められ
る . この ~PYの増強作用はシクロオキシゲナーゼ図書剤であるインド
メサシンで阻害されないことから、プロスタグランジンなどのアラ
キドン機代謝物によるものでないことがわかっている (d 1 ，。しかし






る t842. 実際 NPYは用量依存的に ¥Eの遊般を抑える作用が確認されて




いて出管を直接収縮させる NPYの受容体は異なる ~PYの C末端フラグメ
ントに対する親和性を持つことが示唆されている 4862. 実際プレシ
NPYの受容体
-10・ • .• ，?
???• 
(l) Y 1受容体と Y2受容体
NPY受容体のサプタイプについては、 ~PYのアナログを用いた各積
~PYのアッセイ系の結果からその存在が提唱されている 9 1 )。最初は
~PY の C末端フラグメントである \PY (l 3 ・ 36) を用いた実験の結果から





に親和性の高い可PYの受容俸は Y2タイプ、 ポストシナプスにある ~PY
(13・36)に親和力のない受容俸は Ylタイプと命名された.吹に NPYの
受容体を単一種発現している各種培養細胞を用いて、 NPY受容体が詳
しく解析された.放射音量ラベルした ~PY と I~PY(13 ・ 36) などの XPYのア
ナログを用いた結合実験から、 Yl受容体を高発現している代表的な
細胞としては、神経腫蕩細胞 PC12，SK-r¥-1'IC(92)とCHP212があること
がわかった t933. また Y2受容体を発現している神経越惑細胞として
は、 SMS-MSN，SMS-KAN， CHP・234，SK-N-BE(2)などがあるけ3・94¥
Y2受容体が高発現しているラット海馬麟副分とy1受容俸が発現して
いる SK-N-MC細胞を使い、般射能ラベルした ~PY を用いてクロスリン
ク実験を行ったところ、 Y2受容俸は分子量が約50000の積タンパク質
で、 Vl受容体は分子量が約70000の樹タンパク質であることがわかり、
両者は明らかに遣ったものであることが示された (9 5 ，。
(3)Y3受容体
ウシ面j 腎髄質巌画分には ~PYの特異的結合部位が存在し、 NPY に対
しては高い親和性を示すが、 PYYに対してはかなり弱い結合しか認め
られていない fS9¥ 最近になりこの PYYに対する親和性の低いNPYの
-12・







発されている 97)0 Ylに特異的なアゴニストとしては、 31番目のア
ミノ砲をイソロイシン(I1 e)からロイシン (Leu)に、 34番目のアミノ
酸をグルタミン (G1n)からプロリン (Pro)に変化させた
[Leu31， Pro34JNPYが知られている 9事3. この人工ペプ チドはppと
NPYのアミノ酸配列を比較し、Yl， Y 2の生物活性と照らしあわせて合
成されたものである。 34番目のアミノ酸だけを Glnから Proに変化さ
せた [Pro34]NPYも yl受容体特典的なアゴニストであることもわかっ
ている (99)0 Y2受容体アゴニストとしてはもちろん、 NPYのC末端フ
ラグメント NPY(l3・36)がある。またサイクリックな NPYのアナログで
ある [cys2，8-aminooctanoic acid5・24，0 ・ cys27]-NPY(C2-~PY) は









とがわか っており (1 02)、 SH基に対する化学修飾剤の様な働きをして、
NPYの結合を阻宮すると考えられている。 ヒスタミンの H2受容依のア
ゴニストであり、 H1受容体のアンタゴニストである He90481 に、 ~PY
受容体のアンタゴニスト活性があることが報告されている cl03}。 し
かし、 この化合物も IC50傾が数 十mHと高く、特異的なアンタゴニス
トとは言えない。 最近イノシトールしし 5，三 リン酸の異性俸であ
る0-ミオ・イノシトール 1，2， 6，三 リン酸 (PP56)はエンドセリン，
ヒスタミン，ブラジキニン， NE， PGP2α による収舗を抑制しないが、
r，PYの取締作用を特異的に阻害することが報告されている {1043. し
かし、 NPYの結合を阻害しないことから {105¥ 受容体アンタゴニス
トではなく、受容体以障の NPYの情報伝達系を阻害していると考えら
れている . ペプチド性のアンタゴニストとしては、 ~PYのフラグメン
トペ プチドの合成段階で副産物として得られた PYX-lとPYX-2の二つ
があり (1.06>， IC50備はいずれも数十けで、かなり強いアンタゴニス
トであることが知られている。 また NPYのC末端フラグメントの 一つ








NPYはYl受容体と抑制性の GTP結合 タン パク 質を 介し て、




抑制する (84・ 1 1 0 )ことから、 電位依存性カルシウムチャンネルとの
関係が指摘され、その後の研究の結果、 NPYがY2受容体と GTP結合 タ
ンパク質 Goを介して、 N型カルシウムチャンネルを阻害していること
が報告されている <1 1 1・ 1 1 2) 。
本論文の目的
上 に述べたように、、PYは末梢では 実感神経系に分布し、 交感神経
系の代表的な神経伝達物質である NE と共存しており、 ~ Eによる血管
収縮作用を増強するだけでなく、それ自身強い収縮作用を 示すこと

















起こる o r; PYの場合平滑筋では、 cAKPの産生抑制が見られているだけ
で、 ~PYの細駒内 Ca 2 漉度への直接的な影響をみた例はない。そこで
平滑筋細胞における、細胞内Ca2-+温度に対する NPY受容体を介した
r\ PY の~ 審を調べた 。
(3)培蔓プタ平滑筋細胞での NPY受容体の結合部位の解析












安感神経系を弱く蜘~ i融すると、先ずSEが小さなシナプス 小伸 か ら
遊離され血管は収縮する. 一方 強い刺激，あるいは持続的な刺激の喝




Y 1 :タイプの受容体に結合し、異なる PTX感受性GTP結合タンパク質を
介して細胞内 Ca2ゐ漕度上昇と cAHP産生抑制という こつ の情報伝達系
にかかわる作用を持つことがわかった。 この作用は NPYの短時間の作
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ブタ NPY(P-NPY)はペプチド研から虜入した。 ヒト NPY(H-NPY)，
PYY， トリ PP(APP)， ヒト PP(HPP)，ラット PP(RPP)はペニンシユラ社
-33・
のものを使用した。 lZ5I-Bolton-Hunter(125I-BH)P-NPYはニューイ
ングランドニュークリア一社から購入した。 ATP，GMP，GOP， GTP， 
グアノシン5'・0・(3-チオトリ 7.:tスフェイト)
[guanosine 5'-0・(3・thiotriphosphate) (GTP-γ-s)]， 
Sヘグアニリルイミドジフオスブエイト
(5'-guanylylimidodiphosphate [Gpp(~H)p]) ， NEはシグマ社のもの











5μg/ml アプロチニン ，lmM ジチオスレイトール， lmHEDTA， 10% 
(v/v)グリセロールを含む50州トリス塩酸緩衝液 (pH7.4)(緩衝液A)に


























Ca2"を添加 した血管 平 滑筋 上 の ~P Y結合 活 性は、図 1aに示す犠に、
非添加時Ca2ゅの添加効果は 51Mの時最大となり、時のみに増加した 。
結合活さらに添加重を増やすと、の結合活性の約3.4倍にもなった.
結合活性は減少しの場合Ca2φ とは異なり、Mn2 性は逆に減少した.(b) (a) 



























そこで刊と L型 VDCCの阻容剣<3 ) • 剤で消失することが知られている??
であるこソルジピンとジルチアゼムのt¥PY結合活性に及ぼす影曹を掬
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また 12 ~1・BH-NPYの結合は 20分間で平衡に達し、
t 25 1 ・ BH-~PYの平滑筋膜への結合は、
質 量 が 10・100μg/チュープの聞では、
に晴大した。
聞の検討を行った。
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?プタ平滑筋膜薗分 (a)と海馬膜薗分 (b)に対する、図 2。
(・ )非特異的結合量，(・ )全体の結合量，[125l]BH-NPYの結合反応。
プタ平滑筋膜薗分 (c)と海馬膜画分 (d)に存在す(0 )特異的結合量。
プタ平滑筋膜画分 (a)と海馬膜商分 (b)に存 在する NPY結合部位図 30るNPY結合部位の Scatchard解析
(・)ATP;(ロ )GMP;(Ll )GDP; ク







これらの ~PY関連ぺプチ膜薗分上の 125I-BH-NPY結合部位に及ぼす、平滑筋の場合、。(図 4a， b)ついて$catchard解析を行った
トNPY(H-NPY)，ヒ平滑筋では、。(図 5) ドの彫響を調べた非存布下では0.99nMであった。GTP-γ-s存在下での Kd値は 2.15nl1で、
PYYの 12SI-BH-NPY結合部位への IC50値はそれぞれ、プタ NPY(P-NPY)，非存在下ではBmaxはGTP-γ-$存在下で 0.57pmol/mg-タンパク質、
トリ PP(APP)，1.6土0.3nMであった。1 .5+0. 2n K ， 1.8土0.2nK，同様の結果は海馬の膜画分を用0.46pmol/mg-タンパク質であった。
PYYよりもP-NPY， トPP(RPP)はそれぞれ H-NPY，フツトPP(HPP)，ヒ非存在下GTP-γ-s存在下での Kd値は 1.08nl1で、いた時にも得られ、
380土100n河，IC50値はそれぞれ、親和力は弱く 11100以下であり、BmaxはGTP-γ-s存在下で 1.31pmol/mg-タンパクでは 0.40nMであり、
P-~PY ， H-~PY ， 一方 海馬の場合、230土50nHであった。130士30nM，非存在下では 1.23pmol/mg-タンパク質であった。質、
また APP.PYYはそれぞれ平滑筋よりも親和力は 2倍翠度強かった。平滑筋と海馬いずれも NPYの結合部位数GTP-γ-$によって、つまり、
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プタ平滑筋膜画分 (a)と海馬膜画分 (b)GTP-γ-s存在下での、図 4。































一・般に、 ~PY の C末錨フラグメントである NPY (l 3 ・ 36) と NPY(25 ・ 36)
を用いてその親和力の差から、プレシナプスに存在すると言われて
いる Y2受容体とポストシナプスに存在する yl受容体は区別されてい
る け0υ そこで平滑筋と海馬の NPY結合部位に対するこれらニつのC
末端フラグメントの親和力を比較した。平滑筋の場合 NPY(13・36)は
NPYに比べて約 J/30の親和力しか示さなかったが(図 6a)、海馬で
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てきた <11-1'5>。 末梢組織では、 ウサギ血管 (8・ 123，ウシ副腎髄質
t 16〉，プタ綿織 〈173，が用いられている。 血管は NPYの重要なターゲッ
ト組織の一つであるにもかかわらず、 NPYの結合部位の解析が行われ
ているのはウサギ血管だけである は・ 12h しかしその場合血管組織
全部について NPYの結合部位の解析が行われているため、神経組織が
含まれている可能性がある。 そこでプタ胸部大動脈の純粋な 中朕 平
滑筋を単離して、結合実験を行うことにした。平 滑筋のホモジネー





海馬膜両分について Scatchard解析を行ったととろ、 どちらも 一種類
の結合部位を持っていた。海馬の場合一 種類の結合部位 (1 3 >と、 二




た。 しかし Mg2+，月n2+.Ca νはこの j慣に海馬のNPY結合活性を高めた。
Ca2+はI1g2+による結合活性の増大を Ca2φ添加時の値まで減少させた。




に、 Mn2+と月g2+とCa2φがこのよ闘で、 ネズミ脳の NPY結合活性を増大す




的に 12 S J・BH-N PYの結合活性を阻害した。 しかし平滑筋の場合海馬に
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川 -230 平滑筋は実感神経の支配を受け、 NEとNPYにより制御されて








いた 11・12¥ しかし血管収縮を考える kで、平滑筋の細胞内 Ca2+温













( 2)細 胞培 養
プタ平滑筋細胞 (porcjneaortic smooLh muscle cell)は、プタ胸
部大動脈中膜平滑筋層から、 Rossらの方法に従 って単離した (1 1)。














ベットに 0.5mlずつ加えた。細胞内 Ca2・濃度の測定は、 日本分先の
CAP-IOOを用いて行った。励起波長は 340と380州、放射波長は 51001'
を使用した。細胞内CaH 潰度 ([Ca2+]dの劃定は以下の式に従 っ て計
算した (1 5 ) 。
[Ca2+]I=K(F-Pmin)/(Fmax-F) 
-49・






199培地に 10州 HEPES(pH7.4)を加えた溶液に、 1x106 cells/mlの漉
度になるように細胞を懸濁した。その200μIを取り、 O.lmKIBKX存
布下と非容在下で、 10分間370Cでプレインキュベーションをした。















させた(図 1a) 。最大の細胞内 Ca 2~濃度上昇をもたらす NPYの濃度













といえる。 しかし、 BKとNPYあるいは AlrとNPYの聞ではヘテロ脱感作
はほとんど認められなかった。図工 dに示すように、 NPYによる細胞
内Ca2"濃度上昇はBKによるよりも小さく、上昇初速度も AIIやBKに比
べて低かった。また 一 般に NPY受容体は百日咳毒素 (PTXor islet 
activaling protein: IAP)感受性のGTP結合タンパク質とリンクして
いることが知られている。そこで NPYの細胞内Ca2+濃度上昇作用に対
する PTXの影響 を調べた。 PTXで3時間処理すると、 NPYの作用は消失
したが、 AIIや BKなどの効果は影響 を受けなかった。つまり NPY受容
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図 10 NPY， AII， BKによる平滑筋細胞での細胞内 Ca2+温度上昇作用。
(A)NPY(10-10K-10-6M)による細胞内 Caυ漉度上昇。
(B)EGTAとVDCCプロッカー，ニソルジピン (NS)の影響。
(C)NPY(lO-7K)， AII(10-6M)， BK(10-6M)による細胞内 Ca2+漉度上昇
:ホモ及びヘテロ脱感作について。






と考えられている け円。 IP3の分 解を防ぐため 10m月LiClを添加し、無
刺激で 10分間経過後の IP3量は、 3.90+0.98pmol/l06cellであった。
図 2に示すように、 BKとAIIを加えると、 15秒間でそれぞれ無刺激時
の320%と160%まで 1P3量は増大した。 BKとA11の1P3生成効果は、それ
ぞれ細胞内 Ca2+灘度上昇効果とよく 一致していた。しかし NPYはIP3
生成には影響しなかった。従って NPYによる Ca2+動員は、 1P 3・Ca2+に
はよらないことが 示唆された。 次に細胞内の cAJ1P含量に及ぼす NPYの
効果及び、 cAKP含量がNPYによる細胞内Ca2+動員に及ぼす影響を調べ
た。図 3に示すように、 NPYはフオルスコリンによる cAMPの過剰生成
を抑えた。この ことは NPYがアデニル 酸シクラーゼの調節になんらか
の役割を果たしていることを示唆している。一方細胞をフオルスコ
リンや IBMX(O.lmM)とプレインキュベーションして、細胞内のcAMP量













平t骨筋での細胞内 Ca2+濃度上昇には二つの経路が考えられる。た。BKによる IP3産生。AI1， NPY， 図 2。
一 つは細胞内のプールからの流出であ一つは細胞外からの涜入で、(O)~Py (1 0 - 6 司) ; (ム )AII(lO-6月); (口 )BK(lO-6M)
M a 4 
2 










まず第 一 にBKやAIIに比べると、点で NPYの場合と異なっている。
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一方 BKとAIIは 1P3生パーゼCの活性化を伴わないことが示唆された。(A)IBMX(O.lmK)とブオルスコリン(10μ 河)の影響。
フォルスコリンは ~PY と同時添IBMXはNPYを加える 10分前に添加し、 よく知られた IP3・Ca2+経路で細胞内 Caυ濃成の充進を引き起こし、
IBMXとフオルスコリンは細胞度上昇を起こすと考えられる (19-20>。加した。
これらで細胞を処理をしても NPYの効果内の cAMP量を増大させるが、(B)NPYのcAMP産生に対する効果。







Ca ':'-鴻度上昇には関係ないと考えられる. 一 般に細胞内のCa2+プー
ルからのCa<'>の放出は、 IPaの産生の結果起こることが知られている
‘1F¥ ラットの脊髄神経節細胞では、 ，¥p YがPTX感受性のGTP結合タン
パク質と Jp ~産生を鮮回して、細府内 Ca 2i 漉度上昇を起こすことが報
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薬理学的結果から、 NPYには少なくともれと Y2と言われる 2種類の
受容体があることがわかっている けー約 。 NPYのC末端フラグメントの
一つである NPY(13・36)はY2受容体の、 [Leu31，Pro34]NPYは yl受容体
の特異的アゴニストである け}。前章で、培養平滑筋細胞において、
NPYが PTX感受性GTP結合タンパク質を経由し、 IP3産生を起こさず、
















凶 1左に示すように全体の結合量，分に NPY結合活性が見い出された。プタ'll滑筋細胞は 75-c. ~ のプラスチック培養フラスコ申で組胞続
Scatchard解析を行う特異的結合段が~!~られた。非特異的結合量，0.05% 3分間，37" C， 0.2%EDTA存在下、度が高くなるまで培養し、































21可このように調製した細胞膜 ~j 分 18μg を使い、結合実験 は、
ウシ血清アルブミンを加えて0.2% 125 I-BH-~PY ， O.lnK CaC12， 
トリス極 酪緩衝液 (pH7.4)の 2.5氷冷した50mM37'C，30分間行った。
トマン GF/Cフイすぐにワッ。1:を反応液に加えて結合反応を停止し、












(左)(0)全俸の結合 量 ;(・ )特異的結合量 ;(.. )非特異的結合量







以上の ~PY関連ペプチドの細胞内 Ca 2 ゐ k 昇作用の EC 久 oil買と結合実験よNPYは濃度依存的に ープタ ql滑筋培弟細胞で、前章で述べたように、
プタ'JL~ PY関連ペプチドによる.り得られた IC刊怖を表 1に示した。そこで各穂 NPYのアナログを用過性の細脚内 Ca2<漉度上昇を起こす。
滑筋細腕の結 合実験から得られた ICsl"値と細胞内 Ca24上昇作用から培養平滑筋細胞上の結合実験と細胞内 CaO!・濃度測定を行い、いて、
そわかった ECso個には相関性があったがHPPでは認められなかった。H-NPYに加え、P-KPY， その結果、~PY受容体の解析を行った e
Hでは細APPは10-5こでそれぞれのPPについて詳しく解析を行った。EC50値は 7.7士2.7nMで、pyyも細胞内 Ca2'濃度上昇を引き起こし、
I2:"I-BH-t¥PYの結合に対す胞内 Ca主+上昇作用は認められなかったが、Y2受容体の選(図 2)。とほぼ等しかった(6. 6tl .1n10 P-t¥PYのf直
可PYによる細RPPで前処置しでも、るIC刊値は4100+500n河であった。N PY (13・36)についトである ~py の C末端フラグメント，択的アゴニス
APPを前処，?? ???(図 3a)、腕内 Caゎ 濃度上昇には影響はなか ったがNPYに比べ て細腕内 Ca2+濃度上昇作用が弱く、て調べたところ、
(凶 3a}。理すると ~PYによる細府内 Ca 2 ・漉度上昇は幾分阻害された結合H-~PY さらに PYY と~py (13・36)では、P-r¥PV， 約1/500であった。
~PYの細胞内 Ca 2φ 濃度上昇の濃度依布HPPあるいはAPPが存在すると、Ca2ゐ濃度より得られた ECso儲はよく一致実験か ら得ちれた Ki値と、
つまり HPPあるいは APP(10・ち(図 3b)。トした曲線は右にシフAPPはRPPはCa2'"濃度を変化させなかったが、HPP， 。(図 2) した
6.6:tl.1niから 63+23n河に、 6.6+1.1n河
Gaddumの式 (':->，(A'IA)-}=s/Ksにあてはめて





だだし V と A はそれぞれ HPP存在下あるいは非存在下の ~pyの EC 50flで
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K i :1 C5 0 1 (いC/Kd)の式から求めた.
























は1.1土 0.2n阿で、結合阻害実験より得られた P-NPYのKi値3.5+1.0 
nM に比べ少し小さかったが、ほぽ間程度の値であった。この Kd値は
ラット脳 (Kd儲 :0.38nIO(6).ブタ廊臓 (Kd儲 :0.53nM)(7).ラット碑




以上の結果を考慮してみると、 Wahlestedtらが提唱したように {い 、








とよく 一致していた (10-13>0 APPはHPPや RPPと異なり、 10-5 Mでわ
ずかながら細胞内 Ca2+灘度上昇作用が認められた。一方 HPPは結合阻
害実験より得られたれ値と、 NPYの細胞内 Ca2+濃度上昇の阻害効果か





8 7 6 9 
-Log M 
図130 t¥PYによる細施内 Caド濃度上昇作用に対する、 PPファミリーペ
プチドの作用
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第 2章で述べた様に、 Y1受容俸を介する情報伝逮系は、 イノシト
ール 1，4， 5三リン酸の産生を伴わず細胞内 Ca2+濃度上昇が起こる
系と cA可Pの産生阻害を起こす系の 二 つからなっていることがわかっ






細胞の一つ である SK・f¥-MCでは、 yl受容体が発現していることが報告






ストを探したところ、ある種の植物抽血液が強い .~PYの Yl 受容体アン
タゴニスト活性を示した。 しかしそれらの植物はいずれもかルポー
ルエステルを含んでいることで有名な植物であった。実際各種ホル






ルポー jレエステルを用いることにより、 Y1受容体を介した 2つの情報








etylglycerol:OAG)，ホ ルポール 12，13・ジプチレート (phorbol 12， 
13・dibutyrate:PDBu)， 4-アルフア・ホルポール12，13・ジプチレー
ト(4'alpha-phorbol12， 13・dibutyrale:4α-PDBu)，ホルポール 12
・ミリステート 13・アセテート (phorbo1 12・myristate13-acetate: 
P司A)， 4・0・メチルホルポール 12・ミリステート 13・アセテート (4・0・
metylphorbol 12・myristate- 13・acetate:MPHA)と百日咳毒素 (per-
Lussis toxin:PTX)とスタウロスポリン (staurospofIn)はブナコシの
製品を使用した。フラ-2・AIiは同仁化学研究所から晴入した。
[12SIJBolton-Hunter NPy(1 2S IJBH-~PY) はニューイングランドニュ
ークリア一社の製品を使用した。
( 2)細胞培養
ヒト神経腫癌細胞SK-十月CはAcericanType Culture Collectjon 







RPHI1640培地に 10図'f HEPES (pH7.4) を加え、細胞を lx106/mlの濃
度になるように婚濁した。その 200μIを取り、 370Cで 10分間プレイ
ンキュベーションしたのち、各種ホル ポー ルエステ jレを加え 1分間反
応させ、 10μMブオルスコリン を単独または NPY(l0-7K)と共 に加えて、
さらに 2分間反応を続け、 0.1NHClを200μ1加えて反応を止め、凍結












(pIl7.4)で一 回洗浄した。その後、 1分間 10-61'{ PMA で細胞を処理し、
も う一度同じ緩衝液で洗浄した。結合実験は 0.1nKの [lBI]BH-NPYを
間じ緩衝液に加えて、 370C，60分間行った。反応液を除いた後、
1 mlの氷冷した緩衝液で 2度洗浄し反応、を止めた。直ちに 0.75mlの3M
-74・




各種楠物をメタノールで抽出し、最終濃度 1mg / mlにし、 これを植
物抽出液として使用した。
鐙Jf!
約 400種の植物のメタノール抽出液について、 NPYの SK寸・可C細胞内
Ca2+濃度上昇作用に対する抑制効果を調べた結果、 7稀類の植物抽出
液に強い阻害活性が認められた。 7種のうち 5種は、 アプラギリ，シ

























cordata 10-7M 10-7M 
.&3・3 1/150 (mg/ml) 
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図 10 ホルポー ルエステルを含んでいる代表的な植物と
植物由来の ホルポ ールエステル

































































Pro34]~PY は ~PY と問機の親容体の特異的アゴニストである [Leu31，そこでホルポール受容体の情報伝達系を阻害することがわかった。
つまり SK-N-KC細胞ょにはy1受容体が発現してい和カを持っていた。Yl~受容体の情報伝達系についてエスチルの阻害作用を利用して、
Yl受容体を介した情報第 2章で述べたように、ることが確認された。増殖'iPYによる反応が常に 一 定に検出でき、解析を行うことにした。
細胞内 Ca2+灘度上昇と cAI1Pの産生阻害の 2つからなってい伝達系は、速度の大きいヒト神経腫癒細胞 SK-N-MCを用いて実験を行った。
そこでこれらの情報伝達系が SK-~-MC細胞でもることがわかった。SK-可-MC細胞は Y1受容体が発現していることが知られている
結合実験の場合と同Yl受容体とリンクしているかどうかを調べた。そこでSK寸・可Cが実際y1型受容体を持っているか確認のため<6-1，，) 。
Y2受容体のアゴニストである NPY(l3・36)はNPYゃれ受容体のア嫌に、。(図 5) 結合実験を行った
それらのPro34]~PYに比べて作用が弱く、ゴニストである [Leu31，も
また(図 6)。111 00程度しか細胞内 Ca2φ温度上昇を起こさなかった100 
















































( ・ )~PY (l 3 ・ 36) ; (・ )，¥py;(企 )[Leu31][Pro34]¥PY
~PY関連ペプチドの細胞内 Ca 2 t 濃度上昇作SK-N-KC細胞での、





























































図 80~py関連ペプチドの cAKP産生組書作用SK- r\・ ~C細胞での、




PYのこつの桁潤伝るPMAや PDBuに比べて M智効果は小さかったが、t'l pyの両方の情報伝遼系は.図 9に示したように、
一方ETlによるAf系に対しては向徴の阻害効果を示した。PDBu>IiPI1A>4αPDBuのj視で限容された.
細静ー 内 Ca~+濃度上昇に対するホルポールエスチルと OAGの効果を凋ベ
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.. MPMA 10・'1M 。
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(B)~PYの cAHP産生阻害(A)NPYの細脚J 内Ca1，・濃度上昇作用，00 図 1
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。
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NPY M -Log 
1分間)処壇細胞{・ )と未処理細胞(・ )でのおPYP可A(lO-6M，図 11。































































ConLrol 。。 120 60 30 
( ・ }~PYcA /f P産生阻害作用と(企 )KPYの組胞内 Ca 2 " 濃度上昇凶 14 0 (sec) 七ime
作用に対する PTXの感受性







(.. )フ;t)レスコリン(1 0 
主Z襲
活性塑ホルポールエステルの 一 つである PXAは、 NPYのYl受容依を
介した 2つの情報伝達、細胞内 Ca2'"漉度上昇と、 cAMP産生減少を共に







性化と相関性があった <1S・ 16>0 (3)PKCの阻害剤であるスタウロス
ポリンが、 NPYの情報伝達系への PMAの問書作用を解消した。

















ンパク質がリン酸化されることが報 告 されている 17 )。 そこで y)受
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増殖を停止した細胞に~ PY の D~A合成促進作用の結果を示した。
明らかな引A合成促進は観娯されなかっNPYを 24時間作用させたが、Rossらの方法に従い《引、プタ平滑筋細胞は第 2章に記した嫌に、
r¥PYは濃度依存的に細胞のしかしインスリン lμM存在下では、た。細胞はダルベッコの変法培地に 10%のウ胸部大動脈から単離した。
NPYの D~A合成促進作用の EC50値は約 10 - 吋で、DNA合成を促進した。HEPES(pH7.4)と抗生物質を加えた培地中で、シ胎児血清と 10m'"






































9 10 その 値を細胞の DNA合成放射能 を測定し、酸の不溶解画分を抽出し、
。~ 1 重とした


































一 方 NPYのC末端プラグメントの 一 つで Y2受容体のアゴニめられた。






9 10 NPYと次に純脚を 100ng/mlのPTXで3時間処理したところ、った。































Pro34]~PY;( ・ )P-~PY; (企 )NPY(13・36);(O)HPP(・)[Leu31， 
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N PYの DNA合成促進作用Ki 値の3.5+1.1nMとよく合った値であった。
は5%ウシ胎児血清による D川合成促進作用のわずか5%であったが、
度上昇作用の EC50値は 10-~ ijであり、








??? ?••• ?? ???
? ? ?
、 ?
????? AIIや ETはそれ例えば平滑筋細胞では、小さいことが知られている。NPY 
ぞれ無刺激時の約80%と65・150%のDNA合成促進作用を示している
約 51 ・ 105%の D~A 合成無刺激時の、~py は今回の実験では、! 0) • { C!. 




[Leu]l， Pro34J NPY 細これらのペプチドの Or.A合成促進作用は、を介しているか調べた。
つまり Yl受容体特異的脚内 Ca2・濃度上昇作用とよく一致していた。‘ー・.園開
-1 min Pro34]NPYはNPYと同程度の促進作用がなアゴニストである [Leu31，
トである可PY(13・36)はNPYよりもは一方 Y2受容体のアゴニスあった。
平滑筋細以上の結果から、数百分の lであった。るかに活性が低く、(A)~PY の D~A合成促進作用に対する PTXの影響。図 30





と細駒内 Ca2'"漕度上昇作用は、~PY(13 ・ 36) は 10-6H を加えた。
-100・
それぞれの個=平均値+SE月
Pro34H¥PY， [Leu31， P-NPY， 
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